The binding of the dye cations acriflavine AF, tetramethylacriflavine TMAF and acridine orange AO (scheme of structures) to calf thymus DNA has been investigated by means of absorption spectroscopy, Table I . In order to avoid dye association we used very low dye concen trations and sufficiently high DNA concentrations. In this case we got linear Scatchard isotherms. The formal Scatchard binding constant K strongly depends on the salt concentration Cs (S = NaCl) of the solution and the temperature T (278-303 K), £ ( C S, T). The average value of binding sites per mononucleotide is n = 0.17. It is independent of the dye species and of Cs and T.
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The binding of the dye cations acriflavine AF, tetramethylacriflavine TMAF and acridine orange AO (scheme of structures) to calf thymus DNA has been investigated by means of absorption spectroscopy, Table I . In order to avoid dye association we used very low dye concen trations and sufficiently high DNA concentrations. In this case we got linear Scatchard isotherms. The formal Scatchard binding constant K strongly depends on the salt concentration Cs (S = NaCl) of the solution and the temperature T (278-303 K), £ ( C S, T). The average value of binding sites per mononucleotide is n = 0.17. It is independent of the dye species and of Cs and T.
The value of r (bound dye cations per mononucleotide) diminishes with growing salt concentra tion CS(CS< 1 m ). At sufficiently high salt concentrations r is approximately constant (Cs > 1 m ).
Obviously there are two types of binding of the dye cations to DNA even in the domain of linear Scatchard isotherms. They can be distinguished experimentally with the competitive salt effect. To describe r(C s ,T ) or K (C s , T) we used a simple model with three equilibria: 1. Non competitive binding 1 (intercalation) of dye cations to n1 CN binding sites (CN = concentration of mononucleotides), equilibrium constant K 1. 2. Competitive binding 2 (external binding) of dye cations to n2 CN binding sites, equilibrium constant K 2. In contrast to type 1 binding, the dye cations in type 2 binding can be replaced by metal cations M of S (M = Na®) at sufficiently high salt concentrations Cs . 3. Competitive binding 3 of M to the same sites of 2 and the dye cations as competitor, equilibrium constant K 3. The model agrees very well with the experiments on the condition «} = n2 = n. Therefore the dye can be bound to one of the n CN binding sites either non-competitively or competitively. Type 1 and type 2 binding exclude one another at the same binding site in the domain of linear Scatchard plots.
The binding constants K i(i = 1, 2, 3) have been determined by means of the competitive salt effect, Table II . They only are T dependent. From K (T)\ we got the binding enthalpies AfT> and binding entropies AS?, Table III. AF and AO cations are bound non-competitively and competitively, TMAF only competi tively. In comparison with AF or AO the competitive binding of TMAF is much weaker.
In the case of AF and AO K 1 is approximately one power of ten smaller than K2,K1 < K 2\ The binding enthalpies of the non-competitive and the competitive binding are nearly equal, AH\ = AH*2. Therefore the difference in the binding constants K lt K 2 can be attributed to the difference in the binding entropies, Thermodynamically type 2 binding (external binding) is preferred to type 1 binding (intercalation).
The binding enthalpy of Na® to DNA is in all cases nearly zero, AH\ ^ 0. Only the increase of entropy > 0 enables binding 3.
From the thermodynamic data follows that type 1 and type 2 binding of AF and AO are produced by electrostatic and hydrophobic interaction which are intensified by hydrogen bonding. In contrast to this the weaker competitive binding of TMAF is caused by electrostatic and hydrophobic interaction only. Our investigations agree with former works on ethidium bromide E and tetramethylethidium bromide TME (scheme of structures, Tables II and III) . They are consistent with the assignment non-competitive binding = intercalation, competitive binding = external binding. 
Sonderdruckanforderungen an
Im folgenden wird die DNA-Konzentration auf Mononucleotideinheiten (Phosphatgehalt) bezogen. n bedeutet den Bruchteil eingesetzter Mononucleo tide, die zur Bindung von Farbstoffmolekülen be fähigt sind, 0 < n < 1. Mit r = C^/C n (Konzentra tion gebundener Farbstoffmoleküle pro Mononucleotideinheit) erhält man [3] :
Trägt man r /C Ff über r auf (Scatchard-plot), so erhält man im Bereich der Gültigkeit des MWG eine abfallende Gerade, deren Anstieg und extrapo lierter Abszissenabschnitt K und n ergeben. Aus der totalen Farbstoffkonzentration C F = C Ff + Cpb und dem gemessenen Extinktionskoeffizien ten e der Mischung bei va, e CF = et CFt + £b CFb las sen sich CFf und CFb bestimmen, wenn ef und eb bekannt sind. Für großen Überschuß an Nucleotid, Cn ^C p, gilt näherungsweise n CN -CFb = « CN -CF. Gl. (2) geht dann über in:
Trägt man l/(ef -£ ) über 1/(« C N-C F) auf, so erhält man für hinreichend große CN eine Gerade mit dem auf CN -♦ oo extrapolierten Ordinatenabschnitt l/(£f -£b), aus dem £b bei bekanntem ef bestimmt werden kann. Die Unbekannten £b, K und n sind mit einem iterativen Verfahren gleichzeitig zugänglich. Zu nächst wird eb in nullter Näherung bei großen CN spektroskopisch bestimmt. Mit Gl. (3) 
Sie läßt sich für die K \, Tab. II, und die AH°i, Tab. III, zu etwa ± 20%, für die weniger gut zugäng lichen A S°i, Tab. III, zu etwa ± 30% abschätzen. Die Fehlerbreite von n beträgt ca. + 5%. Die Daten für AF sind genauer als für AO und TMAF.
Gleichgewichtsmodell
Bei verdünnten AF-, TMAF-und AO-Lösungen beobachtet man bei hinreichendem DNA-Überschuß lineare Scatchard-Isothermen. Damit gilt formal das MWG. Die Gleichgewichtskonstante hängt aber nicht nur von der Temperatur, sondern auch von der Art S und der Konzentration Cs von Salzen in der F-DNA-Lösung ab, K = K ( C s , T). Demgegen über ist n von S, Cs und T unabhängig und stellt eine Größe dar, die für das Biopolymere und den Farbstoff charakteristisch ist [18] . K beschreibt das Gleichgewicht zwischen F und DNA nur formal und muß auf Cs erweitert werden.
Ein 
Es bedeuten: Cp -CFb + Cpf, CFb -Cpbi +Cpb2 » Cm = + CMb, r = r1 + r 2 = (CFbi + C Fb2)/C N. Nach einigen Umformen erhält man:
Für die Diskussion bringen wir Gl. (7) auf ScatchardForm:
Im Bereich hinreichend kleiner CFf, CN P CF, ist der dritte Term rechts Gl. (8) Ebenso wie bei AF und AO erhält man bei hinreichend hohen DNA-Konzentrationen lineare Scatchard-plots mit dem Abszissenabschnitt « = 0,17, der von Cs und T unabhängig ist. Die Abhängigkeit der formalen Bindungskonstante K von der NaClKonzentration ist für T = 298 K in Abb. 9 der itera tiv berechneten Kurve gegenübergestellt, Gl. (10), Bindungskonstanten Tab. II. Zum Vergleich sind ebenfalls die Kurven für AF und AO aufgeführt. Man erkennt unmittelbar, daß TMAF wesentlich schwächer gebunden wird als AF und AO.
Der iterativ berechnete Betrag von K x = 4 x 103 m-1 ist ca. eine Zehnerpotenz kleiner als bei AF und AO und liegt innerhalb der Fehlerbreite. Damit ist die nicht-kompetitive Bindung von TMAF an DNA gegen die kompetitive Bindung vernachlässigbar und die formale Bindungskonstante ergibt sich zu K = K 2/( \ + K 3 Cm). Der Grenzwert von K für CM -*• 0 beträgt K = K 2. Um einen möglichst großen Meßeffekt zu erzielen, wurde die Tem peraturab hängigkeit von K 2 bei der sehr kleinen Na®-Konzentration CM = 2 x 10-3 m bestimmt, die durch den Na2EDTA-Zusatz gegeben ist, Abb. 8. Damit sind A H°2 und für TMAF näherungsweise zugäng-lieh. Wegen der kleinen Meßeffekte konnten A H°3 und aus der Temperaturabhängigkeit von K 3 nicht bestimmt werden.
Diskussion
Wegen der hohen negativen Überschußladung der DNA würde man erwarten, daß die Konzentra tion von F-und M-Kationen in der Umgebung des Polyanions höher ist als im Volumen der Lösung. Dann sollten bei der kompetitiven Farbstoffbindung drastische Abweichungen vom MWG auftreten, die aber in dem von uns untersuchten großen CM-Intervall nicht beobachtet wurden. Offenbar ist unter unseren Versuchsbedingungen, C m^C n , die Nucleinsäure mit gebundenen Kompetitorkationen M weitgehend gesättigt und die Wolke der Gegen ionen um die DNA abgebaut. Bei der kompetitiven Farbstoffbindung wird dann lediglich M durch F ersetzt, eine Substitution, die dem MWG folgt und formal durch Gl. (6 b) und (6 c) beschrieben wird. Bei kleinen CM ist dagegen die Ladungskompen sation unvollständig, und man findet eine geringe positive Abweichung von r = r(C u ), Abb. 5. Der Bruchteil « = 0,17 der zur Bindung befähig ten Mononucleotide ist für AF, TMAF und AO gleich. Er entspricht etwa n = 1/6 = 0,167. Im Grenz fall entfallen im Mittel auf ein gebundenes Farb stoffkation ca. sechs Mononucleotideinheiten oder drei Basenpaare. Das gilt sowohl für nicht-kompetitiv als auch für kompetitiv gebundene Farbstoff moleküle, da n von CM bzw. Cs unabhängig ist und damit vom Verhältnis r1/r 2 = ( K 1/ K 2) ( 
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k (K1 /KJ(\+K3Ch). (12) Gl. (12) unten gilt für CFf -+ 0 bzw. CF -+ 0.
Auch nach dem nearest-neighbour-exclusion-Modell von Crothers [8] erhält man für den Grenzfall verschwindender Kooperativität bei kleinen r (li nearer Scatchard-Bereich) « = 1 /6 [18] . Es werden dann -im Widerspruch zum Namen des Modellsnicht nur die Nachbarbindungspositionen um ein gebundenes Farbstoffkation von weiteren Bindun gen ausgeschlossen, sondern auch die übernächsten Positionen.
Bei allen von uns untersuchten Acridin-und Ethidiumderivaten, die zur Bindung 1 und 2 befähigt sind, gilt in guter Näherung n1 = rt2 = n. Danach kann ein Farbstoffmolekül an eine der n CN Bin dungspositionen der DNA entweder nicht-kompetitiv oder kompetitiv gebunden werden. Die Bin dungen 1 und 2 schließen sich am gleichen Ort gegenseitig aus. Wird eine der beiden Bindungen realisiert, so verändert sich die Bindungsposition, und die alternative Bindung kann nicht mehr einge gangen werden. Unter der Bindungsposition muß man sich einen räumlich ausgedehnten DNA-Abschnitt vorstellen, der drei Basenpaare und die zuge hörenden Phosphodiester-und Desoxyribosereste umfaßt. Der elektrostatische Bindungsanteil zwi schen F und DNA erstreckt sich dann auch nur auf die Coulombwechselwirkung zwischen Farbstoff und den anionischen Phosphodiesterresten dieses Ab schnitts. Die Wechselwirkung von F mit weiter ent fernten DNA-Abschnitten ist im linearen Scatchardbereich vemachlässigbar.
In Tab. II sind die Bindungskonstanten K 1, K* = K 2 und K 3 von AF, TMAF und AO für 298 K zu sammengestellt. Zum Vergleich wurden ebenfalls die Konstanten von E und TME aufgeführt. Zu nächst fällt auf, daß K 3 für AF, TMAF, AO und ebenso für E, TME und die anderen, früher unter suchten Ethidiumderivate [18, 21, 22] 
